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論 文 内 容 要 旨
第1章.緒 論
将 来に予想 される人口増加 とエネルギー消費の増大に関連 し、現在、バイオマス資源 と呼
ばれ る未利用の生物資源の有効利用が重要視 されている。そのなかで、残廃材、モ ミガラ、
稲 ワラ、海藻などの細胞壁多糖類は人間にとっては難消化性の高分子化合物であ り、量的に









そ こで、筆者はバイオマス資源 としては比較的研究の少ない海藻類 も含めた植物細胞壁多
糖 の分解酵素について、水産無脊椎動物、 とくに貝類を中心 に検索 し、1その主要 な酵素を精
製するとともに、その理化学的性質を明らかにすることを目的として本研究を行った。
第 豆章.水 産無脊椎動物における多糖分解酵素活性の分布
細 胞 壁 多 糖 分 解 酵 素 の抽 出 材 料 と して有 用 な 水 産 無 脊 椎 動 物 を 選 定 す るた め に 、29科53属
63種 の 貝 類 、 ナ ン キ ョ ク オ キ ア ミ(E%ρ 肋%3ゼ αs勿67ゐ α)、 キ タ ム ラ サ キ ウ ニ(S〃o%gy一
`ooθπ'名o'%s朋4%s)に つ い て 多 糖 分 解 酵 素 活 性 の検 索 を 行 った 。 検 索 は 、 ラ ミナ リ ン(β 一1,3
一グ ル カ ン)
、 セ ル ロー ス 、 β一1,4一キ シ ラ ン、 β一1,3一キ シ ラ ン、 フ コ イ ダ ン、 ア ル ギ ン酸 の 計
6種 類 の 多 糖 に つ い て 行 っ た 。 こ の う ち 、 β一1,3一 キ シ ラ ン は 沖 縄 産 の 緑 藻 ク ビ レ ヅ タ
(C媚 θ吻 伽'ゴ伽 名α)よ り筆 者 が 調 製 した も の を 用 い た 。
貝類 の 中 腸 腺 の 多 糖 分 解 酵 素 活 性 をpH6.0で 測 定 した 結 果 、β一1,3一グル カ ン、 セ ル ロー ス 、
β一1,4一キ シ ラ ンの 比 較 的 高 い 分 解 活 性 が 広 く検 出 され た 。
そ の 強 さは 、 β一1,3一グ ル カ ン 〉 セ ル ロ ー ス ≧β一1,4一キ シ ラ ンの順 で あ 、った 。 一 方 、β一1,3一キ
シ ラ ン、 フ コ イ ダ ン、 ア ル ギ ン酸 と い った 海 藻 特 有 の 多 糖 に 対 す る分 解 活 性 は 検 出 され た も
の の 微 弱 な もの が 多 か った(Fig.1)。 β一1,3一グル カ ン分 解 活 性 は 、 腹 足 類 の ツ タ ノ ろ・ガ イ
科 、 ユ キ ノ カサ ガ イ科 、 斧 足 類 の ザ ル ガ イ 科 、 バ カ ガ イ科 か ら100mU/mgprotein以 上 の
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強 力 な もの が 多 く見 い 出 され た。 セ ル ロー ス お よび 針L4一 キ シ ラ ン分 解 活 性 は 、 淡 水 産 腹足
類 の ス ク ミ リン・ゴ ガ イ(Po規 αo飢 σαπα」∫α`伽α)が 前 者 に つ い て は161mU/mgprotein、 後 者
に つ い て は91mU/mgprotei且 と 他種 の 数 倍 ～ 数 十 倍 の 高 い 値 を 示 した。
褐 藻 を 好 む キ タ ム ラサ キ ウ ニ か ら は 予 想 に 反 し高 い 多 糖 分 解 活 性 は 検 出 され な か っ た が 、
ナ ンキ ョク オ キ ア ミか ら 貝類 と比 較 し て 強 い,3-1,3一 グル カ ン分 解 活 性 を 検 出 した(Table
1)o
第III章.主 要酵素の精製と性質
第1節.ス ク ミ リン ゴ ガ イ(Pomaceacanaliculata)の エ ン ドー1,4一β・一D一キ シ ラ ナ ー ゼ
の精 製 と性 質
ス ク ミ リ ン ゴ ガ イの 各 消 化 器 官 の 組 織 重 量 当 りの β一1,4一キ シ ラ ン分 解 活 性 は 中 腸 腺 が も っ
と も高 く(Table2)、 また 、 中 腸 腺 に は 等 電 点 の 異 な る エ ン ドー1,4一β一D一キ シ ラナ ー ゼ(エ
ン ド型 キ 字 ラナ ー ゼ:Ec32.1.8)が14～15種 類 存 在 し(Fig.2)、 そ の 等 電 点 の 範 囲
は4.8～8.0と 広 か っ た(Fig.3)。
大 部 分 の エ ン ド型 キ シ ラナ ー ゼ は 、 ア ン トラキ ノ ン系 色 素 の シバ ク ロ ンブ ル ーF3G-Aを
リガ ン ドとす る ア フ ィニ テ ィ ク ロマ トグ ラ フ ィー 担 体 の ブ ル ーセ フ ァ ロ ー スCL-6Bに 親 和
性 を 示 した(Table3)。 一 方 、,5一キ シ ロ シ ダー ゼ 、 セ ル ラ ー ゼは 親 和 性 を 示 さな か った 。
こ の 性 質 を 利 用 す る こ とに よ り、 エ ン ド型 キ シ ラナ ー ゼ の 精 製 初 期 の 段 階 で 大 部 分 の β一キ シ
ロ シ ダ ー ゼお よび セ ル ラ ーゼ の 除 去 が 可 能 と な った 。
次 に 、 雌 の ス ク ミ リ ン ゴ ガ イ の 中 腸 腺 抽 出 液 よ り、 エ ン ド型 キ シ ラ ナ ー ゼ の 主 要 成 分 〔エ
ン ド型 キ シ ラナ ー ゼ(XC)〕 を 電 気 泳 動 的 に 単 一 な ま で に 精 製 した 。 これ は 水 産 無 脊 椎 動 物
と して は 最 初 で あ る。 活 性 の 回 収 率 は7%、 タ ン パ ク質 と して の 回収 率 は0。1%で タ ンパ ク質
当 りの 活 性 は 約90倍 に 上 昇 した(Table4)。 精 製 され た エ ン ド型 キ シ ラナ ー ゼ(XC)の
理 化 学 的性 質 をTable5に 示 した。
エ ン ド型 キ シ ラ ナ ー ゼ(XC)はNaC1の 存 在 下 で活 性 化 され 、40～80mMの 濃 度 で 最 大
活 性 を示 した が 、80mM以 上 で は 活 性 化 率 は 低 下 した(Fig.4)。 本 酵 素 はKC1、 塩 化 コ リ
ン、MgC12と い ったNaCl以 外 の 塩 素 化 合 物 で も活 性 化 され 、 ま た 、NaBrに よ って も活 性
化 され た(Table611し か し、 クエ ン酸 ナ ト リ'ウム 、 硫 酸 ナ トリウ ム で は 活 性 化 され な か
った(Table6)。 そ め結 果 、Table5に 示 した よ うに 、 本 酵 素 はCl　 やBrと い っ た1価 陰
イオ ンに よ り活 性 化 され る こ とが 明 ら か とな っ た。 エ ン ド型 キ シ ラ ナ ー ゼ に つ い て この よ う
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な性質を示す ものの報告例は、現在まで見当たらない。
第2節.ナ ンキ ョク オ キ ア ミ(.醜P加 距sεα8μ ρθrδα)の1,3一 を ゲ ル カ ナー ゼ の精 製 と 性 質
ナ ンキ ョ クオ キ ア ミの1,3一 β一グル カ ナ ー ゼ は 少 な く と も2種 類 が あ り、Turkiewiczε'認
や 筆 者 らに よ りそ の一 成 分 で あ る エ ン ド型1,3一 β一グル カ ナ ー ゼ が 部 分 精 製 され 報 告 され て い
る。 しか し、 そ の 精 製 酵 素 が ど うい う型 の エ ン ド型1,3一 β一グ ル カ ナ ー ゼ な の か 、 ま た 、 分 子
量 や 等 電 点 な どに つ い て ほ 明 らか で な い 。 そ こ で 本 節 で は 、 ナ ンキ ョ クオ キ ア ミの 頭 胸 部 よ
りエ ン ド型1,3一 β一グル カ ナ ー ゼ の 主 要 成 分 を 電 気 泳 動 的 に 単 一 な まで に 精 製 し、 そ の 理 化 学
的 性 質 を再 吟 味 した。
精 製 酵 素 の 活 性 の 回 収 率 は 約7%、 タ ン パ ク質 と して の 回 収 率 は 約0.003%で タ ン パ ク質 当
りの 活 性 は 約2,260倍 に 上 昇 した(Table7)。 精 製 され た1,3「3一 グル カ ナ ー ゼ(Lb1)の 理
化 学 的 性 質 をTable8に 示 した 。
1,3一、3一グ ル カナ ー ゼ(Lbl)が ラ ミナ リンに 作 用 して 生 じる還 元糖 量 と グル コ ー ス量 は 一
致 せ ず 、 前 者 は 常 に 後 者 を 上 回 っ た。 ま た 、 多糖 分 子 の 末 端 部 を 化 学 修 飾 した 酸 化 還 元 型 ラ
.
ミナ リンを 分 解 した(Table9)。 これ らの 結 果 、 本 酵 素 は エ ソ ド型 酵 素 と考 え られ た。
本 酵 素 は β一1,3一結 合 、 お よび13-L4一 結 合 が 混 在 す る型 の13一グル カ ン(大 麦 の,∋一グル カ ンや リ
ケ ナ ン)を 分 解 しな か っ た こ とか ら(Table9) 、1,3「3一トglucanglucohydrolase(EC3.2.1.39)
と同 定 した 。
本 酵 素 は トリオ ー ス 以 上 の ラ ミナ リオ リゴ糖 に 作 用 し、グル コー スを 生 成 した(↑able10)。
微生 物 由来 のEC3.2.L39は ラ ミナ リ ト リオ ー スを 分 解 しな い と報 告 され て い るの で 、 こ の
点 は 本 酵 素 の性 質 と一 致 しな か った 。
第】V章.総 合的論議
第1章 に お い て 、 貝 類 を 中 心 に6種 類 の 植 物 細 胞 壁 多糖 分 解 酵 素 活 性 を ス ク リー ニ ン グ し
た結 果 、29科53属63種 の 貝 類 の 中 腸 腺 か らβ一1,3一グル カ ン、 セ ル ロー ス 、 β一1,4一キ シ ラ ンの
比 較 的 高 い 活 性 が 広 く検 出 され 、 と くに 腹 足 類 の ツ タ ノハ ガ イ科 、 コ・キ ノ カサ ガ イ 科 、 斧 足
類 の ザ ル ガ イ科 、 バ カ ガ イ科 で は β一1,3一グル カ ン分 解 活 性 が 高 い こ とを 明 らか に した 。 今 後 、
これ らの 科 の 貝 類 か ら強 力 な1,3一 β一グ ル カ ナ ー ゼ の 遺 伝 子 源 と して 利 用 で き る もの が 見 い 出
され る 可 能 性 が あ る。 な お 、 β一1,3一グル カ ン分 解 酵 素 に つ い て は 、 上 述 の 貝類 以 外 に ナ ンキ
ョ クオ キ ア ミが 、 セ ル ロ ー ス お よび,3-1,4一 キ シ ラ ン分 解 酵 素 に つ い て は ス ク ミ リ ン ゴ ガ.イが 、
特 微 的 な 酵 素 源 と して 適 当 で あ る こ と も 明 らか に で きた。
一346一
第 皿 章 に お い て 、 水 産 無 脊 椎 動 物 か ら 初 め て 精 製 され た エ ン ド型 キ シ ラ ナ ーゼ(XC)は 、
一 般 の 微 生 物 酵 素 に 匹 敵 す る力 価 を 有 して い た が
、 熱 安 定 性 は 低 か った 。 な お 、 本 酵 素 はCl
やBr'と い っ た1価 陰 イ オ ンの 存 在 下 で 活 性 化 され る特 性 を も って い た 。
ナ ンキ ョ クオ キ ア ミよ り精 製 さ れ た1,3・一β一グル カ ナ ー ゼ(Lbl)は 、EC3.2.1.39と 同 定
され た 。 本 酵 素 は 一 般 の 微 生 物 酵 素 に 匹 敵 す る 力価 、 お よび 熱 安 定 性 を も っ て い た。 な お 、
本 酵 素 は ラ ミナ リ ト リオ ー ス を 分 解 す る 点 で 、 こ れ ま で 微 生 物 由来 酵 素 で は 報 告 例 の 見 当 た
ら な い 特 異 性 を 示 した。
バ イ マ ス資 源 の 有 効 利 用 を考 え る場 合 、 酵 素 分 解 に 要 す る コ ス トは で き る 限 り低 く しな け
れ ば 現 実 的 で は な い 。 そ の 一一つ の 方 策 と して は 、 よ り活 性 が 高 くか つ 安 定 な 酵 素 製 剤 の 開 発
が 考 え られ 、 近 年 、 好 熱 性 や 好 ア ル カ リ性 な ど の 特 殊 な 生 態 を 示 す 微 生 物 の酵 素 が 注 目 され
て い る。 本 研 究 の 対 象 と した ス ク ミ リン ゴガ イ お よ び ナ ンキ ョ クオ キ ア ミも 、 前 者 に つ い て
は 旺 盛 な 食 欲 と繁 殖 力 、 後 者 に つ い て は 生 息 環 境 水 温 の 低 さの 点 で 、 と も に特 殊 な 生 態 を 示
す 生 物 と言 え る。 しか も、 ス ク ミ リ ン ゴ ガ イ の エ ン ド型 キ シ ラナ ー ゼ(XC)お よび ナ ン キ
ョ クオ キ ア ミの1,3一 β一グ ル カ ナ ー ゼ(Lbl)は と もに これ ま で知 られ て い な い 特 性 を も っ て
い る こ とが 明 らか に な った 。 水 産 無 脊 椎 動 物 の 多糖 分 解 酵 素 に つ い て も、 今 後 、 特 殊 な 生 態
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審 査 結 果 の 要 旨
近 年,海 洋 バ イ オ テ ク ノ ロジ ーの 展 開 に 関 心 が 寄 せ られ て い るが,そ の な か で,バ イ オ マ ス資
源研 究 が重 要 課 題 の一 つ とな って い る。
水 産 の無 脊 椎 動 物 に は,強 力 な植 物細 胞 壁 多糖 分解 酵 素 を有 す る もの が あ る こ とが知 られ,海
藻類 の細 胞 融 合 能 の検 索 の 面 か ら,そ の精 査 が注 目され て い る。
本 研 究 は水 産 無 脊椎 動物29科53属,63種 の各 種 臓 器 中 の 主 要 酵 素 に つ い て検 討 を 加 え,一 部 は
充 分 精 製 し,そ の 酵素 特 性 を 明 らか に した も の で あ る。
まず,ナ ンキ ョクオ キ ア ミ,キ タ ム ラサ キ ウニ にお け る多糖 分 解酵 素 活 性 を 検 索 し,ラ ミナ リ
ン,セ ル ロー 不,β 一1,4一 キ シ ラ ン と β一1,3一 キ シラ ン,フ コ イ ダ ン ,ア ル ギ ン酸 に つ
い て い ず れ も活 性 を認 め,そ の 組 織 分 布 を 明 らか に した の ち,貝 類 につ い て β一1 ,3一 グ ル カ
ン,セ ル ロー ス,キ シ ラ ンの 順 に 活 性 の 強 さに 違 い が あ る ことを 示 した が
,ア ル ギ ン酸 に対 して
は比 較 的 微 弱 で あ る ことを 認 め て い る。 しか し,β 一1,3一 グル カ ン分 解能 につ い て は ,ツ タ
ノハ ガ イ,ユ キ ノ カサ ガイ,ザ ル ガ イ,バ カ ガ イ科 に属 す る もの で は 強 力 な ものが あ り,と くに
淡 水 産 の クス ミ リン ゴガ イ で は最 強 で あ る こ とを見 出 した 。 従 って この 貝 に つ い て さ ら に 検 討
し,エ ン ドー1,4一 β一D一 キ ンラ ナ ー ゼ を単 離 精 製 し,物 理 化 学 的 酵 素 特 性 を 明 らか に した。
ナ ンキ ョクオ キ ア ミの1,3一 β一 グル カ ナ ーゼ に つ い て も精 製 を行 い,そ の酵 素 的特 性 を解
明 し,と くに 微 生物 由来 の酵 素 に はみ られ な い ラ ミナ リ ト リオ ー ス分 解 能 を 見 出 して い る。
今後,水 産 無 脊 椎 動 物 の多 糖 分 解 酵 素 研 究 は 益 々重 要 と考 え られ,本 論 文 は この 分野 の端 緒 を
開 く もの の一 つ と して評 価 され る。 よ って 農学 博士 の学 位 を授 与 され るに 値す る も の と判 定 した 。
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